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骨痹散通过调节 TGF-β / Smad 信号通路减轻
兔膝骨关节炎损伤

李东东1,李晓明2,吴雪莲2,易　 露1,陈光友1∗

(1.西南医科大学附属中医医院,四川
 

泸州　 646000;2.西南医科大学康复医学系,四川
 

泸州　 646000)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨骨痹散对骨关节炎的治疗效果及其机制。 方法　 将新西兰大白兔分为空白组、模型组、
阳性组(双氯芬酸钾凝胶)与骨痹散组,每组 6 只,使用改良 Hulth 法构建兔膝骨关节炎模型,造模 8 周后给药 4 周。
对软骨组织进行甲苯胺蓝染色后测量软骨厚度,番红-O 染色后进行 Mankin 评分;使用 Tunel 荧光染色法检测软骨

组织中软骨细胞的凋亡情况;使用免疫组织化学法检测软骨组织中 Col
 

Ⅱ与 Col
 

X 蛋白的表达水平;使用 Western
 

blot 法检测软骨组织中 Bax、cleaved-caspase-3、p-ERK、p-p38、p-Smad2、p-Smad3、TGF-β1 的蛋白表达水平。 结果
 

与

空白组相比,模型组软骨组织厚度减少,Mankin 评分升高,软骨细胞凋亡率升高,Col
 

Ⅱ、p-Smad2、p-Smad3、TGF-β1
蛋白表达水平减低,Col

 

X、Bax、cleaved-caspase-3、p-ERK、p-p38 蛋白表达升高。 与模型组相比,阳性组与骨痹散组

软骨组织厚度增加,Mankin 评分降低,软骨细胞凋亡率降低,Col
 

Ⅱ、p-Smad2、p-Smad3、TGF-β1 蛋白表达水平升高,
Col

 

X、Bax、cleaved-caspase-3、p-ERK、p-p38 蛋白表达降低。 结论　 骨痹散对骨关节炎具有良好的治疗效果,能通过

减少软骨细胞凋亡,稳定软骨组织结构,促进软骨组织损伤后再生与修复,其机制可能与抑制 ERK / P38 通路、激活

TGF-β / Smad 通路有关。
【关键词】 　 　 骨关节炎;骨痹散;软骨组织;ERK / P38 通路;TGF-β / Smad 通路
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Gubi
 

powder
 

on
 

osteoarthritis.
 

Methods　 New
 

Zealand
 

white
 

rabbits
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

blank
 

group,
 

model
 

group,
 

positive
 

group
 

(diclofenac
 

potassium
 

gel),
 

and
 

Gubi
 

powder
 

group
 

(n = 6
 

rabbits
 

per
 

group).
 

A
 

rabbit
 

knee
 

osteoarthritis
 

model
 

was
 

constructed
 

using
 

the
 

modified
 

Hulth
 

method,
 

and
 

the
 

treatments
 

were
 

administered
 

for
 

4
 

weeks
 

after
 

8
 

weeks
 

of
 

modeling.
 

Cartilage
 

thickness
 

was
 

measured
 

by
 

toluidine
 

blue
 

staining
 

and
 

the
 

Mankin
 

score
 

was
 

derived
 

after
 

Muscovite
 

O
 

staining
 

of
 

cartilage
 

tissue.
 

Terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling
 

fluorescence
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

of
 

chondrocytes
 

in
 

cartilage
 

tissue.
 

Collagen
 

( Col)
 

Ⅱ
 

and
 

collagen
 

X
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

cartilage
 

tissue
 

were
 



detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

Bax,
 

cleaved-caspase-3,
 

phospho
 

( p)
 

extracellular
 

signal-
regulated

 

kinase
 

(ERK),
 

p-p38,
 

p-Smad2,
 

p-Smad3,
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor
 

(TGF)-β1
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 Cartilage
 

thickness
 

was
 

decreased,
 

the
 

Mankin
 

score
 

and
 

chondrocyte
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

increased,
 

Col
 

Ⅱ,
 

p-Smad2,
 

p-Smad3,
 

and
 

TGF-β1
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

decreased,
 

and
 

Col
 

X,
 

Bax,
 

cleaved-caspase-3,
 

p-ERK,
 

and
 

p-p38
 

levels
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

Cartilage
 

thickness
 

was
 

increased,
 

the
 

Mankin
 

score
 

and
 

chondrocyte
 

apoptosis
 

rate
 

were
 

decreased,
 

Col
 

Ⅱ,
 

p-Smad2,
 

p-Smad3,
 

and
 

TGF-β1
 

expression
 

levels
 

were
 

increased,
 

and
 

Col
 

X,
 

Bax,
 

cleaved-caspase-3,
 

p-ERK,
 

and
 

p-p38
 

protein
 

expression
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

positive
 

and
 

Gubi
 

powder
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group.
 

Conclusions 　 Gubi
 

powder
 

showed
 

good
 

therapeutic
 

efficacy
 

against
 

osteoarthritis
 

in
 

rabbits,
 

by
 

reducing
 

chondrocyte
 

apoptosis,
 

stabilizing
 

cartilage
 

tissue
 

structure,
 

and
 

promoting
 

the
 

regeneration
 

and
 

repair
 

of
 

cartilage
 

tissue
 

after
 

injury.
 

Its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

inhibition
 

of
 

the
 

ERK / P38
 

pathway
 

and
 

activation
 

of
 

the
 

TGF-β / Smad
 

pathway.
【 Keywords 】 　 osteoarthritis;

 

Gubi
 

powder;
 

cartilage
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ERK / P38
 

signaling
 

pathway;
 

TGF-β / Smad
 

signaling
 

pathway
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　 　 骨关节炎( osteoarthritis,OA) 是一种骨科常见

疾病,主要临床表现为关节疼痛、肿胀和活动受

限[1] 。 流行病学研究表明,随着老龄化人口和肥胖

患病率增加,OA 在全球范围内的患病率均有所增

加,约有 31. 4 亿患者,老年人占比超过 10%[2] 。 迄

今为止,OA 的发病机制尚未完全了解,软骨退行性

病变被认为是 OA 发病的关键,如果在关节软骨出

现严重损伤后不及时采取措施进行治疗,最终就会

发展成为 OA[3] 。 骨关节炎病理特征一般为软骨下

出现透明软骨、钙化软骨、软骨下骨等退行性病

变[4] ,随着病情发展使关节软骨失去支撑或缓冲作

用后,关节会迅速变脆,然后释放炎症因子,加重关

节损 伤[5] 。 转 化 生 长 因 子 ( transforming
 

growth
 

factor,TGF-β)对关节软骨的形成与分化十分关键,
因为关节软骨由被细胞外基质(Extracellular

 

matrix,
ECM)包裹的软骨细胞组成,TGF-β1 通过调控下游

Smad 通路促进 ECM 形成,加快软骨再生从而修复

关节软骨损伤[6-7] 。 因此,软骨损伤的修复对降低

OA 发生率与缓解 OA 患者症状具有重要意义。 目

前骨关节炎治疗仅侧重于缓解症状,对软骨组织再

生或重建的帮助微乎其微。
中医在治疗 OA 方面存在着一套独特的理论,

如针刺穴位、针刀疗法、中药内服、推拿等,均对缓

解病情有积极作用[8-9] 。 现代药理学研究显示,中
药方剂对膝骨关节组织的炎症有良好的抑制作用,
对 TGF-β / Smad 通路也有一定的调节作用,这有可

能成为治疗骨关节炎的突破口[10] 。 本院的骨痹散,
以制川乌、制草乌等 16 味中药组成,用蜂蜜调制后

外用,在临床上对骨关节炎有一定的治疗作用,前
期动物实验也发现骨痹散对软骨组织有促进修复

的效果,但其中所涉及的机制尚不明确,因此本实

验将基于 TGF-β / Smad 通路进一步探讨骨痹散治疗

骨关节炎的潜力。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验采用实验动物为新西兰大白兔,清洁

级,24 只,体重 3 ~ 4
 

kg,4 ~ 5 月龄,雄性,购自成都达

硕实验动物有限公司[ SCXK(川) 2019-0031]。 本

项目由西南医科大学实验动物伦理委员会审批通

过(swmu201901426)。 所有动物饲养于西南医科大

学实验动物中心[SYXK(川)2018-0065],室内温度

保持在 20 ~ 24℃ ,所有动物在饲养与实验过程中均

遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 骨痹散由西南医科大学附属中医医院提供(制

川乌 18
 

g、制草乌 18
 

g、川芎 12
 

g、乳香 12
 

g、没药 12
 

g、海桐皮 24
 

g、透骨草 24
 

g、白鲜皮 18
 

g、酒军 18
 

g、
秦艽 18

 

g、威灵仙 18
 

g、桑枝 18
 

g、甘草 12
 

g、禹白附

18
 

g、王不留行 24
 

g、莱菔子 24
 

g,蜂蜜调配);双氯

芬酸钾凝胶,国药准字 H20020385,购自太极集团·
四川天诚制药有限公司;Tunel 荧光染色试剂盒(瑞

士罗氏公司,货号:11684795910);胶原蛋白Ⅱ( Col
 

Ⅱ)( ab34712)、胶原蛋白 X ( Col
 

X) ( ab182563)、
BCL2 关联 X 蛋白( Bcl2

 

Associated
 

X
 

Protein,Bax)
(ab32503)、 天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3
(cleaved-caspase-3)(ab214430)、磷酸化细胞外信号

调节激酶(p-ERK)(ab201015)、磷酸化 p38 蛋白(p-
p38)(ab4822)、磷酸化信号转导分子 2( p-Smad2)
(ab188334)、 磷酸化信号转导分子 3 ( p-Smad3 )
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(ab52903)、TGF-β1( ab215715)和 β-actin( ab8227)
均购自艾博抗(上海)贸易有限公司。

CX23 荧 光 显 微 镜 ( 日 本 Olympus 公 司 );
ChemiDoc 多功能凝胶成像仪(美国 Bio-Rad 公司);
Mini-PROTEAN 􀅺

 

Tetra 蛋白质电泳仪(美国 Bio-
Rad 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 膝骨关节炎动物模型的构建[11]

　 　 将 24 只动物分为空白组、模型组、阳性组与骨

痹散组,每组 6 只,采用改良 Hulth 法构建膝骨关节

炎兔子模型,先在耳缘静脉注射戊巴比妥钠 ( 30
 

mg / kg)进行麻醉,在动物右膝骨关节髌内侧做 3
 

cm
纵向切口,逐层切开并暴露关节,髌骨往外脱位,完
整切除内侧半月板、前交叉韧带( ACL),内侧副韧

带(MCL)。 空白组只进行关节暴露,不进行半月板

与韧带切除。 术后肌肉注射青霉素 160 万 IU / ( kg

·d),连续注射 8
 

d。 术后第 4 天即强迫动物进行

奔跑(0. 5
 

h / d),持续 8 周。
1. 3. 2　 给药

　 　 模型构建完毕后开始给药,空白组与模型组膝

骨关节处涂抹生理盐水,阳性组涂抹双氯芬酸钾凝

胶,骨痹散组涂抹骨痹散,均匀覆盖膝骨关节表面,
每天 2 次,持续 4 周。
1. 3. 3　 动物膝骨关节病理学观察

　 　 给药完成后处死动物,收集膝骨关节软骨组织

制作病理切片,甲苯胺蓝染色与番红-O 染色,测量

软骨层厚度与 Mankin 评分,四项指标合计为最终得

分,评分标准见表 1。
1. 3. 4　 免疫荧光染色

　 　 各组动物软骨组织按标准流程制备病理切片,
切片脱蜡后进行荧光 Tunel 染色,在荧光显微镜下

观察凋亡细胞数量,每张切片采集 3 个区域,每个区
表 1　 骨关节炎病理学评分表

Table
 

1　 Pathological
 

evaluation
 

table
 

of
 

osteoarthritis
项目 Items 评分 Score 描述 Description

0 正常组织
Normal

 

tissue

骨组织
Bone

 

tissue

2 组织表面不规则及血管翳
Tissue

 

surface
 

irregularity
 

and
 

pannus

4 组织裂隙深达软骨辐射层
Tissue

 

fissures
 

deep
 

into
 

the
 

cartilaginous
 

radiation
 

layer

6 组织结构完全破坏
Organizational

 

structure
 

is
 

completely
 

broken

0 正常软骨细胞
Normal

 

chondrocytes

软骨细胞
Chondrocyte

1 弥散性细胞数量增多
Number

 

of
 

diffuse
 

cells
 

increased

2 出现增生性细胞簇
Chondrocytes

 

show
 

proliferative
 

clusters

3 细胞数量减少
Number

 

of
 

chondrocytes
 

decreased

0 正常染色
Normal

 

staining

1 染色轻度减弱
Matrix

 

staining
 

was
 

slightly
 

weakened
基质染色情况

Substrate
 

staining 2 染色中度减弱
Matrix

 

staining
 

was
 

moderately
 

weakened

3 染色重度减弱
Matrix

 

staining
 

was
 

severely
 

reduced

4 未染色
Substrate

 

unstained

潮线完整性
Tidal-line

 

integrity

0 完整
Integrity

 

of
 

tide
 

line

1 出现血管穿越
Blood

 

vessel
 

crossing
 

at
 

tide
 

line
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域采集 3 张图片,分别为混合光 ( Merged)、蓝光

(DAPI)、绿光(Tunel),计算细胞凋亡率。
1. 3. 5　 免疫组织化学

　 　 使用免疫组化法检测各组软骨组织中Ⅱ型胶

原蛋白(Col
 

Ⅱ)与 X 型胶原蛋白(Col
 

X)的表达水

平,每张组织切片在 200 倍放大倍数下采集 3 个视

野计算平均光密度。
1. 3. 6　 蛋白质免疫印迹(Western

 

blot)
　 　 将各组动物软骨组织置于冰上进行蛋白质提

取并进行蛋白质定量检测,按照 Western
 

blot 法依次

进行凝胶电泳,转膜、封闭、一抗孵育:TGF-β1(1 ∶
1000)、p-ERK(1 ∶ 1000)、p-p38(1 ∶ 1000)、Bax(1
∶ 1000)、cleaved-caspase-3(1 ∶ 1000)、p-Smad2(1 ∶

1000)、p-Smad3(1 ∶ 1000)、β-actin(1 ∶ 1000),最后

使用 ECL 法对蛋白条带进行避光显影,于凝胶成像

系统中进行曝光拍照,使用 Imagelab 对蛋白质条带

进行分析, 以 β-actin 作为内参计算各蛋白表达

水平。

注:A:甲苯胺蓝染色;B:番红 O 染色。

图 1　 各组动物软骨组织染色图

Note.
 

A,
 

Toluidine
 

blue
 

staining.
 

B,
 

Muscovite
 

O
 

staining.

Figure
 

1　 Staining
 

of
 

cartilage
 

tissues
 

in
 

each
 

group

1. 4　 统计学方法

　 　 数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示。 使用 SPSS
 

25. 0 进行数据分析,统计方法为单因素方差分析,
进一步两两比较采用 LSD-t 检验。 P<0. 05 表示差

异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 骨痹散减轻膝骨关节炎新西兰大白兔组织

损伤

　 　 甲苯胺蓝染色:与空白组相比,模型组软骨层

严重破损,分层不明显;与模型组相比,阳性组基本

恢复正常,骨痹散组大部分软骨组织已经形成,局
部还存在破损。 测量软骨层厚度后,与空白组相

比,模型组软骨层厚度减少(P<0. 01);与模型组相

比,阳性组与骨痹散组软骨层厚度增加 ( 均 P <
0. 01),其中阳性组软骨层厚度比骨痹散组更厚(P<
0. 01)。

番红 O 染色:空白组关节软骨层厚薄均匀,潮
线完整;模型组关节软骨层厚度减少,着色不均,潮
线不完整;阳性组关节软骨层厚薄不一,厚度恢复

较好,潮线不完整。 骨痹散组关节软骨软骨层厚薄

不一,局部缺损,厚度比模型组厚,潮线不完整。 具

体结果见表 2,图 1。

表 2　 软骨组织病理变化情况( 􀭰x±s)
Table

 

2　 Pathological
 

changes
 

of
 

cartilage
 

tissue
组别

Groups
Mankin 评分
Mankin

 

score
软骨层厚度(μm)
Cartilage

 

thickness

空白组
Control

 

group 0. 0±0. 0 451. 7±19. 4

模型组
Model

 

group 7. 0±0. 6∗∗ 147. 9±29. 1∗∗

阳性组
Positive

 

group 3. 5±1. 0## 407. 4±49. 1##

骨痹散组
Gubi

 

powder
 

group 4. 3±1. 1## 265. 8±51. 9##&&

注:与空白组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 ##P<0. 01;与阳性组
相比,

 &&P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P< 0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

positive
 

group,
  &&P<0. 01.
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2. 2　 骨痹散减少膝骨关节炎新西兰大白兔软骨细

胞凋亡

　 　 与空白组相比,模型组软骨组织中细胞凋亡率

升高,组织内 Bax 与 cleaved-caspase-3 凋亡蛋白表

达升高,ERK 与 p38 磷酸化蛋白表达水平升高(P<
0. 01);与模型组相比,阳性组与骨痹散组软骨组织

细胞凋亡率降低,Bax、cleaved-caspase-3、p-ERK 与

p-p38 蛋白表达降低,骨痹散组软骨细胞凋亡率高

于阳性组。 具体结果见表 3,图 2、图 3。

2. 3　 骨痹散刺激膝骨关节炎新西兰大白兔软骨细

胞分化

　 　 与空白组相比,模型组膝骨关节炎软骨组织中

Col
 

Ⅱ、TGF-β1、p-Smad2 与 p-Smad3 表达水平降低,
Col

 

Ⅹ表达水平升高(P<0. 01);与模型组相比,阳
性组与骨痹散组软骨组织中 Col

 

Ⅱ、 TGF-β1、 p-
Smad2 与 p-Smad3 表达水平升高,Col

 

Ⅹ表达水平降

低(P<0. 05),骨痹散组促进软骨细胞分化的效果弱

于阳性组(P<0. 05),具体见表 4,图 4、图 5。

表 3　 骨痹散对膝骨关节软骨细胞凋亡的影响( 􀭰x±s)
Table

 

3　 Effects
 

of
 

Gubi
 

powder
 

on
 

chondrocyte
 

apoptosis
 

in
 

rabbits
组别

Groups
凋亡率(%)

Apoptosis
 

rate Bax Cleaved-caspase-3 p-ERK p-p38

空白组
Control

 

group 0. 00±0. 00 1. 001±0. 014 0. 999±0. 038 0. 999±0. 023 1. 001±0. 010

模型组
Model

 

group 41. 59±7. 27∗∗ 1. 664±0. 028∗∗ 2. 679±0. 062∗∗ 2. 357±0. 037∗∗ 1. 902±0. 021∗∗

阳性组
Positive

 

group 14. 20±8. 12## 1. 250±0. 012## 1. 532±0. 080## 1. 377±0. 083## 1. 447±0. 026##

骨痹散组
Gubi

 

powder
 

group 24. 12±11. 76##& 1. 394±0. 029##& 2. 057±0. 021##&& 1. 639±0. 017##&& 1. 598±0. 022##&&

注:与空白组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 ##P<0. 01;与阳性组相比,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

model
 

group,
 ##P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

positive
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<0. 01.

图 2　 各组膝骨关节炎软骨组织免疫荧光染色图

Figure
 

2　 Immunofluorescence
 

staining
 

of
 

soft
 

tissues
 

of
 

rabbits
 

with
 

knee
 

osteoarthritis
 

in
 

each
 

group
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图 3　 各组膝骨关节炎软骨组织中蛋白表达水平

Figure
 

3　 Protein
 

expression
 

levels
 

in
 

soft
 

tissue
 

of
 

rabbits
 

with
 

knee
 

osteoarthritis
 

in
 

each
 

group

表 4　 骨痹散对膝骨关节软骨组织中细胞分化的影响( 􀭰x±s)
Table

 

4　 Effect
 

of
 

Gubi
 

powder
 

on
 

cell
 

differentiation
 

in
 

articular
 

cartilage
 

of
 

the
 

knee
 

of
 

white
 

rabbits
组别

Groups Col
 

Ⅱ Col
 

Ⅹ TGF-β1 p-Smad2 p-Smad3

空白组
Control

 

group 7. 360±0. 718 3. 344±0. 570 1. 000±0. 007 0. 999±0. 002 1. 000±0. 005

模型组
Model

 

group 3. 212±0. 634∗∗ 13. 426±2. 294∗∗ 0. 453±0. 014∗∗ 0. 576±0. 032∗∗ 0. 548±0. 010∗∗

阳性组
Positive

 

group 6. 475±0. 954## 6. 227±1. 030## 0. 712±0. 014# 0. 796±0. 018# 0. 822±0. 009#

骨痹散组
Gubi

 

powder
 

group 5. 785±0. 355## 9. 990±1. 598#& 0. 547±0. 012#&& 0. 682±0. 022#&& 0. 650±0. 008#&&

注:与空白组相比,
 ∗∗P<0. 01;与模型组相比,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01;与阳性组相比,

 &P<0. 05,
 &&P<0. 01。

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
  

model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
 

Compared
 

with
  

positive
 

group,
 &P<0. 05,

 &&P<
0. 01.

图 4　 各组动物软骨组织中 Col
 

Ⅱ与 Col
 

X 蛋白表达水平

Figure
 

4　 Col
 

Ⅱ
 

and
 

Col
 

X
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

of
 

each
 

group
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图 5　 各组动物软骨组织中 TGF-β1、p-Smad2 与 p-Smad3 蛋白表达水平

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1,
 

p-Smad2
 

and
 

p-Smad3
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

of
 

each
 

group

3　 讨论

　 　 OA 是一种累及软骨、软骨下骨、韧带、半月板、
滑膜的全关节疾病,其中滑膜是一种包裹着关节的

薄膜性组织,可分泌透明质酸和润滑剂等物质,维
持关节正常功能[12-13] 。 OA 引发的滑膜炎症和纤维

化可导致关节软骨细胞凋亡,加速软骨损伤,影响

关节功能,最终导致疼痛和关节僵硬[14] 。 本团队发

现骨痹散能减少关节软骨组织中凋亡细胞的数量,
抑制凋亡蛋白表达,说明骨痹散能帮助细胞对抗由

炎症引起的凋亡诱导,同时还发现,软骨组织中

ERK 与 p38 蛋白的磷酸化水平降低,说明骨痹散能

抑制 ERK / p38MAPK 通路。 MAPK 是导致软骨破坏

的关键信号通路,该通路包含 p38MAPK、 JNK 和

ERK1 / 2 等成员,促炎细胞因子如 TNF-α 和 IL-1β
通过激活 p38 细胞内信号通路诱导 OA,ERK1 / 2 则

对聚蛋白多糖酶介导的降解至关重要[15-16] 。 有研

究发现,与正常软骨相比,出现关节炎的关节软骨

组织中 p38 和 ERK 蛋白表达显著升高[17] ,这与本

实验结果基本一致。 因此,抑制关节软骨组织细胞

凋亡是治疗 OA 的基础,骨痹散具备治疗 OA 的

能力。
OA 通常被定义为关节软骨退行性疾病,关节

软骨由被 ECM 包裹的软骨细胞组成,覆盖在关节表

面,促进运动并负责减震[13] 。 软骨细胞负责 ECM
的合成、维持和降解,以响应来自细胞因子、炎症介

质和基质碎片的信号[18] ,其中 ECM 包含的胶原蛋

白则是影响软骨组织拉伸强度和形状的关键[19] 。
Col

 

Ⅱ能与聚蛋白多糖和其他蛋白多糖一起负责构

建 ECM 网络结构[20] ,Col
 

X 则是肥大软骨细胞的标

志蛋白,OA 患者膝骨关节中的软骨细胞会发生肥

大分化,导致 Col
 

X 蛋白表达增加,与病症的严重程

度呈正相关[21] ,因为关节软骨缺乏血管和淋巴管,
愈合能力有限,会逐渐出现且加重进行性损伤[22] 。
在本实验中,骨痹散增加软骨组织中 Col

 

Ⅱ蛋白表

达,降低 Col
 

X 蛋白表达,维持与修复软骨组织的结

构,减少软骨细胞凋亡与凋亡蛋白表达,确保软骨

细胞正常分化。 TGF-β1 被证明能通过调节下游

Smad 家族对关节软骨组织与软骨细胞发挥保护作

用,并促进 Col
 

Ⅱ的合成与分泌[23] 。 在本实验中,
骨痹散不仅能直接刺激软骨组织中的 TGF-β1 蛋白

表达,还能通过增加 Smad2 与 Smad3 蛋白磷酸化激

活 TGF-β / Smad 通路,稳定 ECM 平衡的同时还延缓

关节软骨的退变速度,起到保护关节的作用。
综上所述,骨痹散对骨关节炎具有良好的治疗

效果,能通过减少软骨细胞凋亡,稳定软骨组织结

构,促进软骨组织损伤后再生与修复,其机制可能

与抑制 ERK / p38 MAPK 通路、激活 TGF-β / Smad 通

路有关。
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